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INTRODUCTION
I n v e s t i g a t o r s  i n  t h e  f i e l d  o f  p l a n t  b i o l o g y  h a v e  d e b a t e d  
t h e  s t a t u s  o f  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  o r g a n e l l e ,  t h e  c h l o r o p l a s t ,  
f o r  many y e a r s .  Some h a v e  h e l d  i t  t o  b e  a n  o r g a n e l l e  d e p e n d e n t  
upon  t h e  p r o d u c t s  o f  c e l l u l a r  m e t a b o l i s m  f o r  i t s  e x i s t e n c e  
w h i l e  o t h e r s  h a v e  c o n s i d e r e d  i t  t o  b e  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  c e l l  
and c o m p e t e n t  t o  c a r r y  on i t s  own n e c e s s a r y  f u n c t i o n s  w i t h i n  i t s  
b o u n d a r i e s .  C u r r e n t  i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  i n d i c a t e d ,  a l t h o u g h  n o t  
w i t h o u t  a m b i g u i t y ,  t h a t  t h e  c h l o r o p l a s t  p o s s e s s e s  I t s  own 
g e n e t i c  s y s t e m  and i s  c a p a b l e  o f  s y n t h e s i z i n g  t h e  p r o t e i n s  
p e r t i n e n t  t o  i t s  v a r i o u s  f u n c t i o n s .
P r e v i o u s  r e p o r t s  on p r o t e i n  s y n t h e s i s  by c h l o r o p l a s t s  h a v e  
f a i l e d  t o  d e f i n e  t h e  p u r i t y  o f  t h e  c h l o r o p l a s t  p r e p a r a t i o n  w i t h  
r e s p e c t  t o  c o n t a m i n a t i o n  by c y t o p l a s m i c  o r  n u c l e a r  p r o t e i n  
s y n t h e t l o  f a c t o r s  ( r i b o s o m e s ,  m e s s e n g e r  RNA e t c . ) .  T h i s  work 
h a s  a l s o  f a i l e d  t o  d e m o n s t r a t e  u n e q u i v o c a l l y ,  t h a t  p r o t e i n  
s y n t h e s i s  h a s  a c t u a l l y  o c c u r r e d .  What h a s  b e e n  r e p o r t e d  i s  a  
b i n d i n g  o f  am ino  a c i d s  o r  o t h e r  p r e c u r s o r s  i n  su o h  a  way t h a t  
t h e y  a r e  n o t  r e m o v a b le  w i t h  d i l u t e  a c i d .  T h e s e  m o l e c u l e s  c o u l d  
b e  i n  a  p e p t i d e  l i n k a g e  ( p r o t e i n )  o r  t h e y  c o u l d  b e  i n  l i p i d  v i a  
a  m e t a b o l i c  d e g r a d a t i o n  and r e u t i l i z a t i o n  p r o c e s s .  A r e c e n t  
r e p o r t  a l s o  i n d i c a t e s  t h a t  amino  a c i d s  may b e  i n c o r p o r a t e d  
d i r e c t l y  i n t o  l i p i d  m a t e r i a l .
I n  a l l  p r e v i o u s  work c h l o r o p l a s t s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  by
b r e a k i n g  c e l l s  u s i n g  v a r i o u s  p h y s i c a l  m e th o d s  and s e p a r a t i n g
/
t h e  c h l o r o p l a s t s  by  v a r i o u s  fo rm s  o f  c e n t r i f u g a t i o n .
D i f f e r e n t i a l  d e n s i t y  and d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  i n  
b o t h  a q u e o u s  and n o n - a q u e o u s  m e d ia  h a v e  b e e n  e m p lo y e d .  U n d e r
t h e s e  c o n d i t i o n s  d e n & t u r a t l o n  and  l o s s  o f  p r o t e i n  I s  c e r t a i n  
t o  o c c u r .
I n  t h e  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  I n  t h i s  t h e s i s  n u c l e a r  
I n t e r v e n t i o n  I n  c h l o r o p l a s t  m e t a b o l i s m  was c o m p l e t e l y  e x c l u d e d  
b y  t h e  u s e  o f  e n u c l e a t e d  c e l l s  o f  A c e t a b u l a r l a  m e d l t e r r a n e a  
a s  t h e  e x p e r i m e n t a l  o r g a n i s m .  I n  a d d i t i o n ,  i m p r o v e d ,  g e n t l e  
m e th o d s  w e re  u s e d  t o  rem ove  o h l o r o p l a s t s  f rom  t h e  A c e t a b u l a r l a  
c e l l s  a n d  t o  s e p a r a t e  c h l o r o p l a s t s  f ro m  s u c h  c y t o p l a s m i c  
f r a c t i o n s  a s  r i b o s o m e s  and  RNA.
An u n e q u i v o c a l  d e m o n s t r a t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  by
c h l o r o p l a s t s  I s  p r e s e n t e d  I n  t h i s  t h e s i s .  The I m p a c t  o f  t h i s
\
f i n d i n g  u p o n  p r e s e n t  v i e w s  o f  c h l o r o p l a s t  s t a t u s  i s  d i s c u s s e d  
a n d  a n  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  au to n o m y  o f  t h e  m odern  c h l o r o p l a s t  
i s  a t t e m p t e d  I n  t e r m s  o f  a  g e n e r a l  t h e o r y  o f  c h l o r o p l a s t  
e v o l u t i o n .
LITERATURE REVIEW
S a c h a  ( 1 8 6 2 ) ,  L ako n  ( 1 9 1 6 ) ,  M o l i s h  ( 1 9 1 6 ) ,  M ey er  ( 1 9 1 8 ) ,  
a n d  U l l r i c h  ( 1 9 2 4 )  u s e d  c r u d e  s t a i n i n g  m e th o d s  and  m i c r o c h e m i c a l  
a n a l y s i s  t o  show t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  l e a f  p r o t e i n s  a r e  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c h l o r o p l a s t s .  They  I n f e r r e d  t h a t  s y n t h e s i s  
o f  p r o t e i n  b y  t h e  p l a s t l d s  was r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  a c c u m u l a t i o n .  
S c h u m a c h e r  ( 1 9 2 9 )  d o u b t e d  t h e  v a l i d i t y  o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  
b e c a u s e  o f  t h e  f a u l t y  m e a s u r e m e n t s  a n d  t h e  c r u d e  t e c h n i q u e s  
u s e d .
G r a n l c k  ( 1 9 3 8 )  e x t r a c t e d  c h l o r o p l a s t s  f r o m  s e v e r a l  p l a n t s  
a n d  d e t e r m i n e d  t h e  n i t r o g e n  c o n t e n t  b y  s t a n d a r d  k j e l d a h l  
d i g e s t i o n .  He r e p o r t e d  t h a t  a  p a r e n c h y m a  c e l l  i n c r e a s e d  i t s  
p r o t e i n  n i t r o g e n  t e n - f o l d  w h i l e  t h e  c e l l  v o lu m e  i n c r e a s e d  
e i g h t - f o l d .  Some 40?£ o f  t h e  p r o t e i n  was i n  t h e  c h l o r o p l a s t  
f r a c t i o n .  T h i s  i s  s u g g e s t i v e  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  b y  t h e  
c h l o r o p l a s t .  D e D e c k e n - G r o n s o n  ( 1 9 5 4 ) ,  Mego and  J a g e n d o r f
( 1 9 6 1 ) ,  a n d  B r a w e rm a n ,  e t  aX ( 1 9 6 2 )  show ed  s i m i l a r  i n c r e a s e s  
i n  c h l o r o p l a s t  p r o t e i n  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  l i g h t .
B ra w e rm a n  a nd  C h a r g a f f  ( 1 9 5 9 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  when 
d a r k - g r o w n  E u g l e n a  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  l i g h t ,  n o  n e t  p r o t e i n  
s y n t h e s i s  c o u l d  b e  d e t e c t e d .
I n s t e a d ,  a  r e d i s t r i b u t i o n  o f  p r o t e i n  o c c u r r e d  i n  f a v o r  
o f  t h e  d e v e l o p i n g  c h l o r o p l a s t .  To f u r t h e r  c o n f u s e  t h e  i s s u e  
A l l e n  ©L §X ( 1 9 5 5 )  a n d  G i b b s  a nd  C y n k i n  ( 1 9 5 8 ) ,  u s i n g  i s o l a t e d  
c h l o r o p l a s t s ,  sh o w ed  t h a t  C1 ^ 0 2 was i n c o r p o r a t e d  e x c l u s i v e l y  
i n t o  g l u c o s e  o r  s t a r c h  a n d  n o t  i n t o  p r o t e i n .
H o w e v e r ,  S l s a k l a n  and  F i l l p o v l c h  (1 9 5 5 ) *  B r a c h e t ,  e £  e l .  
( 1 9 5 5 ) *  N l c h i p o r o v l h  ( 1 9 5 6 ) ,  S t e p h e n s o n ,  a t  &1 ( 1 9 5 6 ) ,  a n d
S l s a k l a n  (1 9 5 8 )  d e m o n s t r a t e d  I n c o r p o r a t i o n  o f  c a r b o n - 1 4  
p r e c u r s o r s  I n t o  c h l o r o p l a s t  p r o t e i n s  b o t h  ^  v i v o  and I n  c e l l  
f r e e  s y s t e m s .  I t  was n o t  e v i d e n t  I n  t h e s e  I n v e s t i g a t i o n s  
t h a t  a c t u a l  s y n t h e s i s  o f  p r o t e i n s  o c c u r r e d  I n  t h e  c h l o r o p l a e t s .
S m i l l l e  and F u l l e r  ( i 9 6 0 ) ,  S m l l l l e  and  K r o tk o v  ( 1 9 6 1 ) ,  
S m i l l l e  ( 1 9 6 2 ) ,  and  S m l l l l e  (1 9 6 3 )  d e m o n s t r a t e d  I n  g r e e n i n g  
E u g l e n a  t h a t  a n  I n c r e a s e  I n  a c t i v i t y  o f  o e r t a l n  e n zy m es ,  
( I n c l u d i n g  a n  a l k a l i n e  f r u c t o s e - 1 , 6 - d l p h o s p h a t a s e )  was 
a s s o c i a t e d  w i t h  a n  I n c r e a s e  I n  p h o t o s y n t h e t i c  a c t i v i t y .
H a l l  £ t  a l  ( 1 9 5 9 )  showed t h a t  a  s i m i l a r  r e l a t i o n  e x i s t s  
b e t w e e n  r i b u l o s e - 1 , 5 - d i p h o s p h a t e  c a r b o x y l a s e  and g r e e n i n g  o f  
b a r l e y  l e a v e s .  Brawerman and  K o n l g s b e r g  ( i 9 6 0 )  c o r r e l a t e d  an  
I n c r e a s e  I n  c h l o r o p h y l l  c o n t e n t  w i t h  a n  i n c r e a s e  I n  a c t i v i t y  
o f  NADP*- g l y e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  I n  g r e e n i n g  
E u g l e n a . T hese  r e s u l t s  a r e  su m m a r iz e d  by S m l l l l e  ( 1 9 6 3 ) .
C l a r k  ( 1 9 5 8 ) ,  Markos ( 1 9 5 9 ) ,  and  Bove and R a ack e  (1 9 5 9 )  
d e m o n s t r a t e d  am ino  a c i d  a c t i v a t i n g  enzymes I n  I s o l a t e d  
c h l o r o p l a s t s .  L y t t l e t o n  ( 1 9 6 2 ) ,  and  Brawerman ( 1 9 6 2 ) ,  e x t r a c t e d  
r i b o s o m e s  f ro m  c h l o r o p l a s t s  w h ic h  had b e e n  i s o l a t e d  f rom  s p i n a c h  
and E u g l e n a  r e s p e c t i v e l y .  The a s s u m p t i o n  o f  p u r i t y  o f  t h e  
r i b o s o m e s  o b t a i n e d  by t h e s e  m e th o ds  was b a s e d  on t h e i r  b a s e  
r a t i o s  and  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  w h ich  d i f f e r e d  s l 3 g h t l y  
f ro m  t h o s e  o f  n o rm a l  c y t o p l a s m i c  r i b o s o m e s .
J a c o b s o n ,  § t  §1  ( 1 9 6 3 ) ,  and Murakami (1 9 6 3 )  u s e d  
c y t o c h e m l c a l  and  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  t e c h n i q u e s  t o  d e m o n s t r a t e  
RNA and  " r i b o s o m e - l l k e "  s t r u c t u r e s  i n  c h l o r o p l a s t s .
H e b e r  (1 9 6 2 )  n o t e d  t h a t  was i n c o r p o r a t e d  I n t o
s o l u b l e  c h l o r o p l a s t  p r o t e i n  w i t h o u t  an y  a p p r e c i a b l e  l a g .
5.
S l s a k l a n ,  &X ( 1 9 6 3 ) ,  h o w e v e r ,  o b t a i n e d  a n  I n i t i a l  r a p i d  
I n c o r p o r a t i o n  o f  am in o  a c i d s  I n t o  t h e  l l p l d  p o r t i o n  o f  a 
l l p o - p r o t e i n  c o m p l e x .  The am ino  a c i d s  a p p e a r e d  I n  p r o t e i n  
a f t e r  a  s h o r t  I n t e r v a l .
F i n a l l y  E i s e n s t a d t  a nd  B raw erm an  ( 1 9 6 3 ) ,  App and J a g e n d o r f  
( 1 9 6 3 ) ,  and E i s e n s t a d t  and  B rawerm an ( 1 9 6 4 ) ,  d e s c r i b e d  a c e l l -  
f r e e  am ino  a c i d  I n c o r p o r a t i n g  s y s t e m  com posed  o f  r i b o s o m e s  and  
s o l u b l e  f a c t o r s  d e r i v e d  f r o m  c h l o r o p l a s t s .
Many o f  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  p a p e r s  a r e  I n  d i r e c t  c o n f l i c t  
a n d  do  n o t  c o n c l u s i v e l y  p r o v e  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  o h l o r o p l a s t  
p r o t e i n - s y n t h e s i z i n g  s y s t e m  t o t a l l y  i n d e p e n d e n t  o f  c y t o p l a s m i c  
f a c t o r s .
METHODS AND MATERIALS 
E x p e r i m e n t a l  o r g a n i s m . A c e t a b u l a r l a  m e d l t e r r a n e a  waa s e l e c t e d  
a s  t h e  e x p e r i m e n t a l  o r g a n i s m  b e c a u s e  I t  c a n  b e  c l e a n l y  
e n u c l e a t e d  and  b e c a u s e  o f  t h e  e a s e  w i t h  w h i c h  I t s  c h l o r o p l a s t s  
c a n  b e  I s o l a t e d .
T h i s  o r g a n i s m  I s  a  g r e e n  a l g a  ( G h l o r o p h y t a )  b e l o n g i n g  t o  
t h e  f a m i l y  D a s y c l a d e c e a e .  I t  I s  a  s i n g l e  c e l l  2 - 4  cm. i n  l e n g t h  
when m a t u r e ,  c o m p o s e d  o f  a  " r h l z o l d - a r e a 1* c o n t a i n i n g  t h e  
n u c l e u s ,  a  s t a l k  w i t h  a  l a r g e  v a c u o l e  a n d  many t h o u s a n d s  c f  
c h l o r o p l a s t s , a n d  a n  u m b r e l l a - l i k e  c a p  w h ic h  e v e n t u a l l y  b e a r s  
r e p r o d u c t i v e  c y s t s .  F o r  a  c o m p l e t e  d i s c u s s i o n  o f  t h e  o r g a n i s m  
s e e  H a m m e r l i n g  (1 9 3 1 ) *  ( 1 9 4 4 ) ,  and B r a c h e t  ( 1 9 6 1 ) .
C u l t u r e . The o r g a n i s m s  w e r e  c u l t u r e d  f ro m  m a t e r i a l  s u p p l i e d  
b y  D r .  K on rad  K e c k . ( J o h n s  H o p k i n s  U n i v e r s i t y ,  B a l t i m o r e ,  
M a r y l a n d ) .  The c u l t u r e  m ethod  I s  d e s c r i b e d  by Keck ( 1 9 6 4 ) .  
C u l t u r e  m e d i a . The A c e t a b u l a r l a  w e re  g row n  i n  a  medium co m p o sed  
o f  3 9 . 9 g m s / l i t e r  " S e v e n - s e a s  M a r i n e  Mix" ( U t i l i t y  C h e m ic a l  
Company, P a t e r s o n ,  New J e r s e y ) ,  2 m l / l l t e r  o f  a  s a l t  c o n c e n t r a t e  
d e s o r i b e d  by  Keck  ( 1 9 6 4 ) .  O . l g m / l l t e r  EDTANa2 » 0 . 5 g m / l i t e r  
t r i s ,  a d j u s t e d  t o  pH 7 . 5  w i t h  HC1. A l l  m e d ia  was a u t o c l a v e d  
20 m i n u t e s  a t  15 p o u n d s  p r i o r  t o  u s i n g .
R em oval  o f  c h i o r o n l a a t s  f r o m  c e l l s . C e l l s  s e l e c t e d  f o r  
c h l o r o p l a s t  i s o l a t i o n s  w e i e  2 - 4  cm. i n  l e n g t h .  The n u c l e u s  o f  
t h e  c e l l  was r e m o v e d  b y  a m p u t a t i o n  o f  t h e  r h i z o i d  a r e a .  The 
c o n t e n t s  o f  t h e  s t a l k  w e re  e x p e l l e d  i n t o  a  s m a l l  c o n t a i n e r  o f  
c u l t u r e  medium d i l u t e d  1 : 1  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  b y  s q u e e z i n g  
t h e  o e l l  w i t h  s m a l l  f o r e o e p s .  The c o n t e n t s  o f  a b o u t  20 c e l l s  
w e r e  e x p r e s s e d  i n t o  2 m l .  o f  medium f o r  e a c h  e x p e r i m e n t .
A l l  o p e r a t i o n s  o f  t h i s  t y p e  w e r e  p e r f o r m e d  I n  a  s t e r i l e
t r a n s f e r  h o o d .  The s t e r i l i t y  o f  p r o t o p l a s t s  p r e p a r e d  b y  t h i s
t e c h n i q u e  was t e s t e d  b y  p l a c i n g  d r o p s  o f  p r o t o p l a s m  o n  p l a t e s
o f  a g a r  c o n t a i n i n g  a  good b a c t e r i a l  g r o w t h  m edium , I . e .
n u t r i e n t  b r o t h ,  y e a s t  e x t r a c t ,  b e e f  e x t r a c t ,  e t c .  The p l a t e s
w e r e  t h e n  d i v i d e d  I n t o  two g r o u p s  and I n c u b a t e d  a t  e i t h e r  room
0
t e m p e r a t u r e  o r  37 C. I n c u b a t i o n  was a l l o w e d  t o  c o n t i n u e  f o r  u p  
t o  a  w e e k .  T h e s e  t e a t s  I n d i c a t e  t h a t  no  b a c t e r i a  w e r e  b e i n g  
t r a n s f e r r e d  w i t h  t h e  p r o t o p l a s m  o f  t h e  a l g a .
I n  many e x p e r i m e n t s  f r e s h l y  rem oved  p r o t o p l a s m  w i t h  no  
f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  was u s e d .
D e t e r m i n a t i o n  o f  c h l o r o p h y l l  I n  b o t t o m  p h a s e . The t o t a l  
c h l o r o p h y l l  p r e s e n t  I n  t h e  b o t t o m  p h a s e  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  
s y s t e m  was d e t e r m i n e d  I n  t e r m s  o f  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  o f  a n  
e t h e r  e x t r a c t  a s  m e a s u r e d  a t  a  w a v e l e n g t h  o f  6 6 0 m/J I n  a 
Beckman DU s p e c t r o p h o t o m e t e r .
D e t e r m l n a t l o n  o f  RNA I n  t h e  b o t t o m  p h a s e . The t o t a l  RNA o f  t h e  
b o t t o m  p h a s e  was d e t e r m i n e d  I n  t e r m s  o f  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  o f  a 
r i b o n u c l e o t i d e  e x t r a c t  f o l l o w i n g  h y d r o l y s i s  o f  t h e  b o t t o m  P h a s e  
I n  0 .1 N  KOH a t  40° C f o r  2 h o u r s .  The o p t i c a l  d e n s i t y  was 
m e a s u r e d  a t  a  w a v e l e n g t h  o f  260m/i Ln a  Beckman DU s p e c t r o ­
p h o t o m e t e r .
R a d l o a u t o g r a p h v . T r i t i u m  l a b e l e d  l e u c i n e  ( S c h w a r z  B i o r e s e a r c h  
I n c o r p o r a t e d ,  O r a n g e b e r g ,  New Y o r k )  w i t h  a s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f
0 . 5  c u r i e s  p e r  m i l l i m o l e  was i n t r o d u c e d  I n t o  t h e  c h l o r o p l a s t  
g r o w t h  medium a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  10A*C/ml. The c h l o r o p l a s t s  
w e r e  I n c u b a t e d  a t  room t e m p e r a t u r e  i n  c o n s t a n t  l i g h t  f ro m  a n  
i n c a n d e s c e n t  s o u r c e .  F o l l o w i n g  a n  i n o u b a t l o n  p e r i o d  o f  12
h o u r s  a n  e q u a l  vo lu m e  o f  c o l d  12# t r i c h l o r o a c e t i c  a d d  (TCA) was 
a d d e d  and  t h e  s u s p e n s i o n  c e n t r i f u g e d  a t  3000xg  f o r  10 m i n u t e s  
a t  0*C. A f t e r  t h r e e  a d d i t i o n a l  TCA e x t r a c t i o n s  t h e  p e l l e t  was 
s m e a r e d  on a  m i c r o s c o p e  B l l d e  and c o a t e d  w i t h  Kodak NTB2 
e m u l s i o n  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  m ethod  o f  K opr iw a  and  L eBlond
( 1 9 6 2 ) .  The s l i d e s  w ere  s t o r e d  I n  t h e  d a r k  I n  a  r e f r i g e r a t o r  
f o r  s e v e n  d a y s  a n d  t h e n  d e v e l o p e d .  The nu m b er  o f  g r a i n s  o v e r  
t h e  c h l o r o p l a s t s  w e re  c o u n t e d  and r e c o r d e d  a s  g r a i n s  p e r  1000 
s q u a r e  m i c r o n s .  B a c k g ro u n d  r a d i a t i o n  was d e t e r m i n e d  by c o u n t i n g  
g r a i n s  on  a  c o a t e d  p o r t i o n  o f  t h e  s l i d e  w h ic h  was f r e e  o f  any  
p e l l e t  m a t e r i a l  ( u n e x p o s e d  t o  i n t e r n a l  r a d i a t i o n ) .  Non- 
c h l o r o p l a s t  i n c o r p o r a t i o n  was d e t e r m i n e d  by c o u n t i n g  g r a i n s  o v e r  
s m e a r e d  a r e a s  d e v o i d  o f  c h l o r o p l a s t s .  T h i s  p r o c e s s  I s  d e p i c t e d  
d i a g r a m m a t i c a l l y  i n  f i g u r e  2 .
R a d i o c h e m i c a l  a s s a y . C ^ - l a b e l e d  l e u c i n e  (New E n g la n d  N u c l e a r  
C o r p o r a t i o n ,  B o s t o n ,  M a s s a c h u s e t t s )  w i t h  a s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  
240 m i l l i c u r l e s / m i l l i m o l e  was i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  c h l o r o p l a s t  
medium a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  o u r i e s / m l . I n c u b a t i o n  was 
c a r r i e d  o u t  f o r  p e r i o d s  o f  t i m e  and  a t  t e m p e r a t u r e s  s p e c i f i e d  
f o r  e a c h  e x p e r i m e n t  i n  t h e  R e s u l t s  s e c t i o n .  E x t r a c t i o n  w i t h  
TCA was p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  I n  t h e  s e c t i o n  on r a d i o a u t o g r a p h y .  
The TCA e x t r a c t s  w e re  p o o l e d  and a  s m a l l  a l i q u o t  was c o u n t e d  
( L i o n e l  455 s c a l a r - r a t e m e t e r ,  L i o n e l  E l e c t r o n i c s  L a b o r a t o r y  
I n c o r p o r a t e d ,  B r o o k l y n ,  New Y o rk )  t o  o b t a i n  t h e  t o t a l  c o u n t  
e x t r a c t e d .  A t  t h i s  p o i n t  a  v a r i e t y  o f  l i p i d  s o l v e n t s ,  
s p e c i f i e d  w i t h  e a c h  e x p e r i m e n t  I n  t h e  R e s u l t s  s e c t i o n ,  w ere  
u s e d .  E x t r a c t i o n  was p e r f o r m e d  t w i c e  and t h e  s u p e r n a t a n t s  w e re  
c o m b in e d .  The s u p e r n a t a n t  was c o u n t e d  l p  s m a l l  a l i q u o t s  end
t h e  r e s u l t s  w e r e  p o o l e d  I n t o  a  t o t a l  c o u n t  f i g u r e .  The 
p r e c i p i t a t e  f ro m  t h e  TCA w ash  was h y d r o l y z e d  12 h o u r s  a t  40° C 
w i t h  e i t h e r  t r y p s i n  o r  p a n c r e a t i n  p o w d e r  f o l l o w e d  by  e r e p s l n  
(Mann R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s  I n c o r p o r a t e d ,  New Y o r k ,  New Y o rk )  
a s  d e s c r i b e d  by  B l o c k  ( i 9 6 0 ) .  I n i t i a l l y  t r y p s i n  was e m p lo y e d ,  
b u t  i t  was f o u n d  t h a t  p a n c r e a t i n  was i d e n t i c a l  i n  i t s  a c t i o n  
on t h e  I n c o r p o r a t e d  l e u c i n e .  TCA e x t r a c t i o n s  w e re  p e r f o r m e d  a s  
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  i n  t h e  s e c t i o n  o n  r a d i o a u t o g r a p h y  and 
a g a i n  a l i q u o t s  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  w e re  c o u n t e d .  The p r e c i p i t a t e  
was t h e n  s u s p e n d e d  I n  0 . 5  m l .  o f  88$ f o r m i c  a c i d  and d r i e d  on  a 
p l a n c h e t  t o  b e  c o u n t e d .
One s e t  o f  e x p e r i m e n t s  f o l l o w e d  t h e  a b o v e  fo rm  e x c e p t  t h a t  
t h e  l i p i d  e x t r a c t i o n  was o m m i t t e d .  An a d d i t i o n a l  e x p e r i m e n t  
u s i n g  c h l o r o p l a s t s  w h ich  h a d  b e e n  p r e t r e a t e d  w i t h  RNase was 
p e r f o r m e d .
The b i o c h e m i c a l  p r o c e d u r e s  u s e d  I n  t h i s  a s s a y  a r e  o u t l i n e d  
i n  f i g u r e  3 .
The f i n a l  e x p e r i m e n t s  w e re  p e r f o r m e d  on c h l o r o p l a s t s  
w h ic h  h ad  b e e n  p u r i f i e d .  I n  a l l  c o u n t i n g  p r o c e d u r e s  t h e  e f f e c t  
o f  s e l f  a b s o r p t i o n  was d e t e r m i n e d  by  p l a c i n g  1 m l .  o f  a g i v e n  
s o l u t i o n  on a p l a n c h e t  I n  0 . 1 0 m l .  I n c r e m e n t s .  The p l a n c h e t  was 
d r i e d  a n d  c o u n t e d  b e t w e e n  I n c r e m e n t s .  I n  m o s t  c a s e s  t h e  e r r o r  
d ue  t o  s e l f  a b s o r p t i o n  r e a c h e d  1% a f t e r  0 . 3  t o  0 . 5  m l .  had  b e e n  
a d d e d .  C a l c u l a t i o n s  h a v e  show n t h a t  a  20 mg. p e i l e t  (w h ic h  was 
t h e  l a r g e s t  u s e d )  would  c a u s e  a  maximum e r r o r  o f  a b o u t  3 $ .  
C h l o r o p l a s t  p u r l f l c a t l o n . To p u r i f y  t h e  c h l o r o p l a s t s  w i t h  
r e s p e c t  t o  c y t o p l a s m i c  f a c t o r s  I n c l u d i n g  r i b o s o m e s ,  a  b i p h a s e  
s y s t e m  d e s c r i b e d  by  A l b e r t s s o n  ( i 9 6 0 ) was u s e d .  I t  was com posed
10.
o f  m e t h y l  c e l l u l o s e  (MC4000, F i s h e r  S c i e n t i f i c  Company,  B o s t o n ,  
M a s s a c h u s e t t s )  a n d  d e x t r a n  (D68,  P h a m a c i a ,  U p p s a l a ,  S w e d e n ) ,  
an d  I s  i d e n t i c a l  t o  t h e  A1 B y s te m  d e s c r i b e d  by  A l b e r t s s o n  
e x c e p t  t h a t  h a l f  s t r e n g t h  A c e t a b u l a r l a  c u l t u r e  medium was u s e d  
I n s t e a d  o f  t h e  s a l t s  r ecom m end ed  by  h i m .  The p u r i f i c a t i o n  
sc h e m e  i s  i l l u s t r a t e d  i n  f i g u r e  1 .  The f i n a l  p a r t i t i o n  s t e p  
was p e r f o r m e d  f r o m  o ne  t o  t e n  t i m e s  d e p e n d i n g  u p o n  t h e  
r e q u i r e m e n t s  o f  t h e  p a r t i c u l a r  e x p e r i m e n t .  F o r  maximum p u r i t y ,  . 
e x t r a c t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  u n t i l  p r o t e i n  c o u l d  no  l o n g e r  b e  
d e t e c t e d  i n  t h e  u p p e r  p h a s e  b y  t h e  m e th od  o f  Lowry e t  a l  
( 1 9 5 1 )  a n d  t h e  RNA l e v e l  o f  t h e  l o w e r  p h a s e  was c o n s t a n t  b y  U .V .  
a b s o r p t i o n .
M os t  o f  t h e  p r o t e i n  and  o y t o p l a s m l c  RNA a r e  d i l u t e d  o u t  
w i t h  f i v e  e x t r a c t i o n s .  S i n c e  a n  a d d i t i o n a l  f i v e  e x t r a c t i o n s  
had  l i t t l e  f u r t h e r  e f f e c t  on a m in o  a c i d  I n c o r p o r a t i o n  by  t h e  
c h l o r o p l a s t B , t e n  e x t r a c t i o n s  w e r e  r o u t i n e l y  p e r f o r m e d  i n  
l a t e r  e x p e r i m e n t s .
The o n l y  c y t o p l a s m i c  c o n t a m l n e n t s  w h i c h  w e r e  n o t  r em o v e d  
f r o m  t h e  c h l o r o p l a s t  p r e p a r a t i o n  b y  t h i s  m ethod  w e r e  t h e  
m i t o c h o n d r i a .  T h e s e  o r g a n e l l e s  w e r e  a s s u m e d  t o  b e  r a p i d l y  
i n a c t i v a t e d  i n  t h e  a u t o t r o p h i c  m edium  s i n c e  n o  e n e r g y  s o u r c e  
was a v a i l a b l e  t o  t h e m .  I n  o r d e r  t o  r e m o v e  m i t o c h o n d r i a  t h e  
l a s t  s t e p  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  sc h e m e  ( f i g u r e  1 . )  was p e r f o r m e d .
C h l o r o p l a s t s  a r e  e x p e l l e d  I n t o  
c u l t u r e  medium
Add e q u a l  vo lum e 
o f  m i x t u r e  Al 
vo f  A l b e r t s s o n ;  
mix by  I n v e r t i n g  
s e v e r a l  t i m e s .
C e n t i f u g e  a t  8 0 0 0 x g ,  45 m i n u t e s
Top p h a s e ;  
d i s c a r d .
C o n t a i n s  c y t o p l a s m i c  
r i b o s o m e s  and s o l u b l e  
com p on en ts . ,
I
B ot to m  i h a s e ;  
c o n t a i n s  c h l o r o p l a s t s ,  
m i t o c h o n d r i a ,  and  some 
r e m a i n i n g  c y t o p l a s m .
add  f r e s h  
t o p  p h a s e
v
R e n e a t  e x t r a c t i o n s  
u n t i l  RNA o f  t h e  
b o t t o m  p h a s e  r e a c h e s  
a  c o n s t a n t  l e v e l ;
10 e x t r a c t i o n s  i n s u r e  
c o m p l e t e  s e p a r a t i o n .
The f i n a l  b o t t o m  o h a s e  i s  
s t i l l  c o n t a m i n a t e d  w i t h  
m i t o c h o n d r i a  w h ic h  c a n  be  
r em oved  by  l a y e r i n g  t h e  
s u s p e n s i o n  on a \%  s o l u t i o n  
o f  m e t h y l  c e l l u l o s e  and 
c e n t r i f u g i n g  a t  300xg  f o r  
one  m i n u t e .  The c h l o r o p l a s t s  
s e d i m e n t  r a p i d l y  w h i l e  t h e  
m i t o c h o n d r i a  d e c e n d  q u i t e  
s l o w l y .
Figure 1.
G 12.
E n u clea tio n .
N uclear r e g io n .
Removal o f protoplasm .
Drop o f  protoplasm .
V e sse l o f  cu ltu re  medium 
p lu s lOpC/ml. IW-  le u c in e .  
Incubate 12 h r s . a t  20° C 
in  con stan t l i g h t .
Add one volume 12% TCA a t  0 C.
C entrifuge a t  3000xg, 10 m inutes 
a t  0 C.
d isca rd  su p ern atan ts.
Repeat TCA 
e x tr a c tio n s  
th ree  tim es,.
F in a l p r e c ip ita te  
smeared on s l id e  
and coated -with 
NTB2 em u lsion .
Figure 2 .
C h l o r o p l a s t s  
p l u s  Ci 4 - l e u c i n e
I n c u b a t i o n
v
TCA e x t r a c t i o n
S u p e r n a t a n t  waB a s s a y e d  
f o r  a c t i v i t y .
P r e c i p i t a t e  e x t r a c t e d  
w i t h  e i t h e r  DOC, 
e t h e r - a c e t i c  a c i d ,  o r  
a c e t o n e - a c e t i c  a c i d .
<_______  S u p e r n a t a n t  was a s s a y e d
f o r  a c t i v i t y .
The p r e c i p i t a t e  was h y d r o l y z e d  
w i t h  p r o t e a s e  e n z y m e s  and  t h e n  
e x t r a c t e d  w i t h e  TCA.
P r e o l p l t a t e  and  s u p e r n a t a n t  
was a s s a y e d  f o r  a c t i v i t y .
Figure 3.
RESULTS
Rad 1 o a u t o g r a p h 1 c e x p e r i m e n t s  v l t h  H - ^ - I e u c l n e . The r e s u l t s  o f  
t h e s e  e x p e r i m e n t s  a r e  s u m m a r iz e d  I n  t a b l e  I .  The c o n t e n t s  o f  
t w e n t y  e n u c l e a t e d  c e l l s  w e re  u s e d  I n  t h i s  e x p e r i m e n t .
T a b l e  I
a r e a  g r a l n s / 1 0 0 0  2
b a c k g r o u n d 8 . 1 * 0 . 8
n o n c h l o r o p l a s t 7 4^6
c h l o r o p l a s t > 1 0 0 0
T h e s e  d a t a  show e x t e n s i v e  I n c o r p o r a t i o n  by  t h e  c h l o r o p l a s t s  
an d  a  s m a l l  a m o u n t  o f  c y t o p l a s m i c  I n c o r p o r a t i o n .  The g r a i n i n g  
o v e r  t h e  c h l o r o p l a s t s  was t o o  d e n s e  t o  b e  c o u n t e d  and was 
d e s i g n a t e d  a s  b e i n g  g r e a t e r  t h a n  1000 g r a i n s / 1 0 0 0  2 .
R ad 1 o c h e m l c a l  e x p e r i m e n t s .
1 .  W i th  F r e s h l y  E x p e l l e d  P r o t o p l a s t s  
The d a t a  on  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a r e  c o n t a i n e d  i n  t a b l e  I I .  
F i g u r e s  4 t h r o u g h  10 I l l u s t r a t e  t h e  r e s u l t s  g r a p h i c a l l y .
T a b l e  I l a  show s t h e  r a d i o a c t i v i t y  ( i n  c o u n t s  p e r  m i n u t e )  
w h i c h  r e m a i n e d  i n  t h e  c e n t r i f u g e d  p e l l e t  a f t e r  t h e  e x t r a c t i o n s
o
i n d i c a t e d .  The e x p e r i m e n t s  w e re  r u n  a t  20  G f o r  v a r i o u s  t i m e
p e r i o d s .  E x p e r i m e n t  nu m b er  5 was t h e  same a s  e x p e r i m e n t  n u m b er
o
3 e x c e p t  t h a t  t h e  c h l o r o p l a s t s  w ere  i n c u b a t e d  a t  20 C f o r  two 
h o u r s  I n  RNase ( , 3 m g / m l ) ,  p r i o r  t o  i n c o r p o r a t i o n .
T a b l e  l i b  show s  t h e  same e x p e r i m e n t  i n  t e r m s  o f  t h e  p e r c e n t  
o f  t h e  t o t a l  i n c o r p o r a t i o n  w h ic h  was f o u n d  i n  t h e  v a r i o u s  
f r a o t i o n s .
15.
T a b l e  I l a
e x p t .
ACTIVITY REMAINING AFTER INDICATED OPERATION
t i m e s  o f  I n c o r p o r a t i o n  
i n  m i n u t e s
bf o p e r a t i o n 1 5 30 90
1 . t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  (TCA) e x t r a c t i o n — — 3014 _
p r o t e a s e  h y d r o l y s i s  a n d  TCA e x t r a c t i o n - - 516 -
2 . TCA e x t r a c t i o n 526 — 3072 8817
e x t r a c t i o n  b y  a c e t o n e - a c e t i c  a c i d 298 - 1990 7 27 3
p r o t e a s e  h y d r o l y s i s  and  TCA e x t r a c t i o n 32 - 308 7 59
3. TCA e x t r a c t i o n - 7 08 2862 7 7 26
e t h e r - a c e t i c  a c i d  e x t r a c t i o n - 396 1911 6154
p r o t e a s e  h y d r o l y s i s  an d  TCA e x t r a c t i o n  - 48 312 710
4 . TCA e x t r a c t i o n - 576 2215 5110
d e o x y c h o l a t e  (DOC) e x t r a c t i o n - 357 1540 4015
p r o t e a s e  h y d r o l y s i s  and TCA e x t r a c t i o n — 16 43 109
5 . RNase  p r e t r e a t m e n t  TCA e x t r a c t i o n - - 1426 -
e t h e r - a c e t i c  a c i d  e x t r a c t i o n - - 97 -
ex t
p r o t e a s e  h y d r o l y s i s  a n d  TCA e x t r a c t i o n
T a b l e  l i b
% OF TOTAL ACTIVITY IN MAJOR FRACTIONS
t i m e s  o f  :
5 t .  I n  ]
65 -
i n c o r p o r a t l o r
m i n u t e s3't f r a c t i o n 1 5 30 90
i . p r o t e a s e  s o l u b l e — - 8 3 . 0 -
r e s i d u a l — — 1 7 . 0 —
2 . a c e t o n e - a c e t i c  a c i d  s o l u b l e 4 3 . 4 - 3 5 . 2 1 7 . 5
p r o t e a s e  s o l u b l e 5 0 . 5 - 5 4 . 5 7 4 . 0
r e s i d u a l 6 . 1 — 1 0 . 3 8 . 5
3 . e t h e r - a c e t i c  a c i d  s o l u b l e •• 4 4 . 1 3 3 . 2 7 0 . 4
p r o t e a s e  s o l u b l e - 4 9 .1 5 5 . 8 7 0 . 4
r e s i d u a l - 6 . 8 1 0 . 8 9 . 2
4 . DOC s o l u b l e - 3 8 . 0 3 0 . 6 21 . 4
p r o t e a s e  s o l u b l e - 5 9 . 1 6 7 . 7 7 6 . 4
r e s i d u a l — 2 . 8 1 . 9 2 . 1
5 . RNase  p r e t r e a t m e n t  e t h e r - a c e t i c  a c i d  
s o l u b l e
- - 9 3 . 0 -
p r o t e a s e  s o l u b l e - - 2 . 3 -
r e s i d u a l - — 4 . 6 —
10000 .
A c t iv ity
CPM
5000 .
0 1 30 90
Time(minutes)
F i g u r e  4 .  ThlB g r a p h  shows t h e  d a t a  o f  e x p e r i m e n t  2 o f  t a b l e  
H a ,  p l o t t i n g  t h e  a c t i v i t y  i n  c o u n t s  p e r  m in u t e  a g a i n s t  t h e  . 
t i m e  I n  m i n u t e s .
A. A c t i v i t y  a f t e r  TCA e x t r a c t i o n .
B.  A c t i v i t y  a f t e r  a c e t o n e - a c e t i c  a c i d  (pH J>.0)  e x t r a c t i o n .
G. A c t i v i t y  a f t e r  p a n c r e a t i n  and  e r e p s l n  d i g e s t i o n .
T h ese  o p e r a t i o n s  w e re  s u c c e s s i v e  s t e p s  i n  a n  e x p e r i m e n t a l
s e q u e n c e .
100
A c t iv ity
90300 1
Time(minutes)
F i g u r e  5 .  T h i s  g r a p h  shows t h e  d a t a  o f  e x p e r i m e n t  2 o f  
t a b l e  l i b ,  p l o t t i n g  t h e  p e r c e n t  a c t i v i t y  a g a i n s t  t h e  t i m e  
o f  i n c u b a t i o n  i n  m i n u t e s .
A. P e r c e n t  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  a c e t o n e - a c e t i c  a c i d  (pH 3 . 0 )
s o l u b l e  f r a c t i o n .
B. P e r c e n t  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  p r o t e a s e  s o l u b l e  f r a c t i o n .
C. P e r c e n t  i n c o r p o r a t i o n  r e m a i n i n g  a f t e r  a l l  o p e r a t i o n s .
10000  .
A c t i v i t y
CFK
5ooo.
o 5 30 90
T ime( minutes)
F i g u r e  6 .  T h i s  g r a p h  sho w s  t h e  d a t a  o f  e x p e r i m e n t  3 o f  
t a b l e  I l a ,  p l o t t i n g  t h e  a c t i v i t y  i n  c o u n t s  p e r  m i n u t e  a g a i n s t  
t h e  t i m e  i n  m i n u t e s .
A. A c t i v i t y  a f t e r  TCA e x t r a c t i o n .
B .  A c t i v i t y  a f t e r  e t h e r - a c e t i c  a c i d  (pH 3 # 0 )  e x t r a c t i o n .
C. A c t i v i t y  a f t e r  p a n c r e a t i n  and  e r e p s l n  d i g e s t i o n .
100
A c t iv i t y
0 5 30 90
T in e(m in u tes)
F i g u r e  7 .  T h i s  g r a p h  sh o w s  t h e  d a t a  o f  e x p e r i m e n t  3 o f  
t a b l e  l i b , p l o t t i n g  t h e  p e r c e n t  a c t i v i t y  a g a i n s t  t h e  t i m e  
o f  i n c o r p o r a t i o n  i n  m i n u t e s .
A. P e r c e n t  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  e t h e r - a c e t i c  a c i d  ( p H 3 .0 )
s o l u b l e  f r a c t i o n .
B.  P e r c e n t  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  p r o t e a s e  s o l u b l e  f r a c t i o n
C. P e r c e n t  I n c o r p o r a t i o n  r e m a i n i n g  a f t e r  a l l  o p e r a t i o n s
10000
A c t i v i t y
c m
£000 .
0 $ 30 90
Time(minutes)
F i g u r e  8 .  T h i s  g r a p h  show s t h e  d a t a  o f  e x p e r i m e n t  4 o f  
t a b l e  I l a ,  p l o t t i n g  t h e  a c t i v i t y  I n  c o u n t s  p e r  m i n u t e  a g a i n s t  
t h e  t i m e  I n  m i n u t e s .
A. A c t i v i t y  a f t e r  TCA e x t r a c t i o n .
B .  A c t i v i t y  a f t e r  0 . 4 $  DOC e x t r a c t i o n .
C .  A c t i v i t y  a f t e r  p a n c r e a t i n  a n d  e r e p s l n  d i g e s t i o n .
100
A c t i v i t y
0 5 30 90
Time(minutes)
F i g u r e  9 .  T h i s  g r a p h  sh ow s  t h e  d a t a  o f  e x p e r i m e n t  4  o f  
t a b l e  l i b ,  p l o t t i n g  t h e  p e r c e n t  a c t i v i t y  a g a i n s t  t h e  t i m e  
o f  I n c u b a t i o n  i n  m i n u t e s .
A. P e r c e n t  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t h e  0 . 4 ^  DOG s o l u b l e  f r a c t i o n .
B. P e r c e n t  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  p r o t e a s e  s o l u b l e  f r a c t i o n .






















































2 .  W i th  C h l o r o p l a e t e  P u r i f i e d  i n  t h e  B i p h a s e  
S y s t e m s  o f  A l h e r t s s o n  
The r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a r e  c o n t a i n e d  i n  t a b l e  I I I  
an d  f i g u r e s  11 and  1 2 .  T a b l e  I I I  shows t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  
( O .D . )  o f  t h e  c h l o r o p h y l l  e x t r a c t  (660m/<) an d  t h e  o p t i c a l  
d e n s i t y  o f  t h e  r i b o n u c l e o t i d e  e x t r a c t  (260m>0 o b t a i n e d  f ro m  t h e  
l o w e r  p h a s e  ( s e e  f i g u r e  1 . ) .  I t  a l s o  shows t h e  r e s u l t s  o f  a  90 
m i n u t e  i n c o r p o r a t i o n  t e s t  w i t h  t h e  c h l o r o p l a s t s  c o n t a i n e d  i n  t h e  
l o w e r  p h a s e .
T a b l e  I I I
e x p t . n u m b er  o f  






90 m in .  20* C
1 . 0 0 . 2 8 4 0 . 9 6 2 8 46 3
5 0 . 2 8 0 0 . 5 6 6 8 1 9 4
10 0 . 2 8 5 0 . 5 3 9 8068
2 . 0 0 . 2 4 8 0 . 9 7 3 7 9 6 3
2 0 . 2 5 5 0 . 7 7 8 7782
5 0 . 2 3 2 0 . 6 0 8 7750
7 0 . 2 4 6 0 . 5 7 1 7891
10 0 . 2 2 8 0 . 5 5 1 7755
24.








Rib onucle o t id e










Number o f  e x t r a c t io n  c y c le s
F i g u r e  1 1 .  T h i s  g r a p h  sh ow s  t h e  d a t a  f r o m  t a b l e  I I I  w h i c h  
c o n c e r n s  t h e  f i r s t  e x p e r i m e n t  I n v o l v i n g  0 ,  5 ,  and  10 e x t r a c t i o n  
c y c l e s .  C u r v e  A I s  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  ( O . D . )  660m/«; c u r v e  B 
i s  t h e  O .D .  260m/*; c u r v e  C i s  t h e  I n c o r p o r a t i o n  o f  C ^ - l e u c i n e  










Number of e x t r a c t i o n  cycles
F i g u r e  1 2 .  T h i s  g r a p h  shows t h e  d a t a  f r o m  t a b l e  I I I  w h ic h  
c o n c e r n s  t h e  s e c o n d  e x p e r i m e n t  i n v o l v i n g  0 ,  2 ,  5 ,  7 ,  and 10 
e x t r a c t i o n  c y c l e s .  O t h e r w i s e  t h i s  g r a p h  i s  t h e  same a s  
f i g u r e  1 1 .
DISCUSSION
1 .  D i s c u s s i o n  o f  r e s u l t s
The r e s u l t s  o f  t h e  r a d i o a u t o g r a p h i c  e x p e r i m e n t s  I n d i c a t e  
t h a t  a  v e r y  l a r g e  a m o u n t  o f  l a b e l  g o e s  i n t o  t h e  c h l o r o p l a s t s .
A s m a l l  a m o u n t  o f  l a b e l  was p r e s e n t  i n  t h e  c y t o p l a s m  and  was 
p r o b a b l y  d u e  t o  a  low  l e v e l  i n c o r p o r a t i o n  by  t h e  c y t o p l a s m i c  
r i b o s o m e s .  The r e a s o n i n g  h e r e  was t h a t  t h e  medium i n  w h ic h  
t h i s  r e a c t i o n  was r u n  was n o t  i d e a l  f o r  f r e e  r l b o s o m a l  
i n c o r p o r a t i o n .  The c o n c e n t r a t i o n  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s  was 
s u f f i c i e n t  t o  c a u s e  a g g r e g a t i o n  o f  r i b o s o m e s .  A g g r e g a t e d  
r i b o s o m e s  c a n  i n c o r p o r a t e  am in o  a c i d s  b u t  o n l y  t o  a  s m a l l  
d e g r e e .
The e x p e r i m e n t s  i l l u s t r a t e d  i n  t a b l e  I I  and  f i g u r e  4 
t h r o u g h  10 show s e v e r a l  i n t e r e s t i n g  p o i n t s .  The o v e r - a l l  
I n c o r p o r a t i o n  I n c r e a s e s  i n  a  n e a r l y  l i n e a r  f a s h i o n  o v e r  t h e  
d u r a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t s .  H o w ev e r ,  w h i l e  t h e  p e r c e n t a g e  o f  
t h e  a c t i v i t y  w h i c h  was p r o t e a s e - r e m o v a b l e  was I n  t h e  v i c i n i t y  o f  
83$ ( f i g u r e  10 e x p e r i m e n t  l )  f o r  a r e a o t i o n  t i m e  o f  30 m i n u t e s ,  
a  s i g n i f i c a n t  p o r t i o n  o f  t h i s  l a b e l  was e x t r a c t a b l e  w i t h  v a r i o u s  
a c i d i f i e d  l i p i d  s o l v e n t s  ( f i g u r e  10 e x p e r i m e n t s  2 ,  3 ,  and 4 ) .
The l a b e l  rem o v e d  by  a c i d i f i e d  l i p i d  s o l v e n t s  a p p e a r s  t o  b e  
I n c o r p o r a t e d  i n t o  a  p h o s p h o - l l p i d  c o m p le x  s i n c e  no l a b e l  was 
r em oved  when l i p i d  s o l v e n t b  s u c h  a s  e t h e r  w e re  u s e d  i n  t h e  
a b s e n c e  o f  a c i d .
I t  wou ld  f u r t h e r  a p p e a r  t h a t  a  l a r g e  p o r t i o n  o f  t h i s  
p h o s p h o - l l p i d  was a c t u a l l y  a  p h o s p h o - l i p o - p r o t e l n  B i n c e  much 
o f  t h e  l a b e l  on  t h e  p h o s p h o - l l p i d  c o m p le x  was p r o t e a s e  r e m o v a b l e .
The f i n d i n g  t h a t  t h e  t o t a l  p r o t e a s e  r e m o v a b l e  p l u s  a c i d i f i e d  
l i p i d - s o l v e n t  r e m o v a b l e  a c t i v i t i e s  was  b e t w e e n  90  and  9 8 $ o f  
t h e  t o t a l  a c t i v i t y  i n d i c a t e s  t h a t  b e t w e e n  7 a n d  15$ o f  t h e  
t o t a l  a c t i v i t y  i s  a s s o c i a t e d  d i r e c t l y  w i t h  t h e  p h o s p h o - l i p i d  
p o r t i o n .  I t  w o u ld  a l s o  a p p e a r  t h a t  t h e  p e r c e n t  i n c o r p o r a t i o n  
o f  l a b e l  I n c r e a s e s  i n  p r o t e i n  and  d e c r e a s e s  i n  p h o s p h o - l i p o -  
p r o t e l n  a s  i n c u b a t i o n  t i m e s  i n c r e a s e .  To f u r t h e r  c o m p l i c a t e  t h e  
p i c t u r e ,  t r e a t m e n t  o f  t h e  c h l o r o p l a s t s  w i t h  RNase b e f o r e  
i n c o r p o r a t i o n  I n c r e a s e s  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  e t h e r - a c e t i c  a c i d  
f r a c t i o n  t o  93$  o f  t h e  t o t a l  a c t i v i t y .  T h i s  l a t t e r  p o i n t  c o u l d  
e x p l a i n  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  E i s e n s t a d t  and  B raw erm an  ( 1 9 6 3 ) i 
( 1 9 6 4 ) ,  w h i c h  show ed  no  i n h i b i t i o n  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f  a m in o  
a c i d s  b y  c h l o r o p l a s t s  p r e t r e a t e d  w i t h  R N a s e .  U n d e r  t h e s e  
c o n d i t i o n s  m o s t  o f  t h e  a c t i v i t y  may go d i r e c t l y  i n  p h o s p h o -  
l i p o - p r o t e i n  ( o r  p h o s p h o - l l p o - a m l n o  a c i d )  w i t h  v e r y  l i t t l e  
a c t i v i t y  i n  f r e e  p r o t e i n .
T h e s e  r e s u l t s  p o i n t  t o  t h e  p o s s i b l e  e x i s t e n c e  o f  t h r e e  
s e p a r a t e  m e c h a n i s m s  o f  a m in o  a c i d  i n c o r p o r a t i o n  i n  t h e  
c h l o r o p l a s t .  Two m a j o r  p a t h w a y s  l e a d  t o  p r o t e i n  and p h o s p h o -  
l i p o - p r o t e i n  w h i l e  a  m i n o r  p a t h w a y  l e a d s  t o  p h o s p h o - l l p i d .  The 
e v i d e n c e  p r e s e n t e d  h e r e  c a n n o t  r u l e  o u t  a  p r e c u r s o r - p r o d u c t  
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e s e  s y s t e m s .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  
s p e c u l a t e  t h a t  t h i s  r e l a t i o n s h i p  m i g h t  I n v o l v e  a  p a t h w a y  s u c h  
a s  p h o s p h o - l i p i d  t o  p h o s p h o - l i p o - p r o t e l n  t o  p r o t e i n .  Much more 
i n v e s t i g a t i o n  i s  n e e d e d  t o  r e v e a l  t h e  t r u e  r e l a t i o n s h i p .
E x p e r i m e n t s  e x h i b i t e d  i n  t a b l e  I I I  and  f i g u r e  11 and  12 
d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  b i p h a s e  s y s t e m  o f  A l b e r t s s o n  i s  
e f f e c t i v e  i n  r e m o v i n g  c y t o p l a s m i c  RNA w i t h o u t  s i g n i f i c a n t  l o s s
o f  t h e  a b i l i t y  o f  c h l o r o p l a s t s  t o  I n c o r p o r a t e  a m in o  a c i d s .  W i th  
t h i s  m e th o d  t h e  c h l o r o p l a s t s  a r e  p a r t i t i o n e d  I n  f a v o r  o f  t h e  
b o t t o m  p h a s e  and s e d i m e n t  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  e m p l o y e d .  The 
s e d i m e n t  i s  e a s i l y  r e s u s p e n d e d  a s  o n l y  g e n t l e  s w i r l i n g  o f  t h e  
s o l u t i o n  i s  r e q u i r e d .  The s e p a r a t i o n  o f  c y t o p l a s m i c  r i b o s o m e s  
f r o m  t h e  c h l o r o p l a s t s  c a n  b e  a c c o m p l i s h e d  I n  two e x t r a c t i o n s  
i f  90% o f  t h e  b o t t o m  p h a s e  i s  rem oved  a l o n g  w i t h  t h e  t o p  
p h a s e .
T h i s  m ethod  r e m o v e s  a l l  c y t o p l a s m i c  s t r u c t u r e s  s m a l l e r  
t h a n  O.l/*..  I f  c o n t a m i n a t i o n  b y  m i t o c h o n d r i a  i s  o f  c o n c e r n  
t h e y  c a n  b e  rem o v e d  by  c e n t r i f u g i n g  t h e  f i n a l  c h l o r o p l a s t  
s u s p e n s i o n  o b t a i n e d  f r o m  t h e  A l b e r t s s o n  m ethod  i n  a  1% s o l u t i o n  
o f  m e t h y l  c e l l u l o s e .  The c h l o r o p l a s t s  s e d i m e n t  s l o w l y  a s  a b a n d  
w h i l e  t h e  m i t o c h o n d r i a  r e m a i n  i n  t h e  t o p  c e n t i m e t e r  o f  t h e  t u b e .  
The m e t h y l  c e l l u l o s e - d e x t r a n  s y s t e m  o f  A l b e r t s s o n  t h u s  w ou ld  
a p p e a r  t o  b e  I d e a l  f o r  c h l o r o p l a s t  i s o l a t i o n s  and c o u l d  
p r o b a b l y  b e  u s e d  t o  a d v a n t a g e  i n  m i t o c h o n d r i a l  s t u d i e s .
2 .  I m p a c t  o f  t h e s e  R e s u l t s  on  t h e  S t a t u s  o f  t h e  C h l o r o p l a s t
W i t h  t h e  p r o o f  a f f o r d e d  h e r e ,  t h a t  t h e  c h l o r o p l a s t s  o f  
A c e t a b u l a r l a  m e d l t e r r a n e a  c a n  and do  s y n t h e s i z e  p r o t e i n  i n  t h e  
a b s e n c e  o f  a l l  n u c l e a r  o r  c y t o p l a s m i c  c o n t r o l ,  i t  c a n  b e  
e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  c h l o r o p l a s t  i s  I n d e p e n d e n t  o f  t h e  c e l l  I n  
t h i s  r e g a r d .  The c h l o r o p l a s t  i n  t h i s  r e s n e c t  d e s e r v e s  t h e  r a n k  
o f  o r g a n i s m .  F u r t h e r  s u p p o r t  f o r  t h i s  i d e a  comes f ro m  r e c e n t  
w ork  by G I b o r  and  I z a w a  ( 1 9 6 3 )  w h i c h  I n d i c a t e s  t h a t  t h e  
c h l o r o p l a s t s  o f  A c e t a b u l a r l a  c o n t a i n  a  DNA s y n t h e t i c  s y s t e m .  
Thus t h e  c h l o r o p l a s t s  o f  t h i s  a l g a  c o n t a i n  a  D N A -R N A -p ro te ln
s y s t e m  w h i c h  i s  i n d i c a t i v e  o f  c o m p l e t e  a u t o n o m y .  F u r t h e r  w o rk  
i s  n e e d e d  t o  d e t e r m i n e  i f  a l l  f a c t o r s  n e c e s s a r y  f o r  m a i n t e n a n c e  
and g r o w t h  o f  t h e  c h l o r o p l a s t  a r e  I n d e p e n d e n t  o f  c e l l u l a r  
c o n t r o l .  U l t i m a t e l y  o n l y  t h e  s u c c e s s f u l  c u l t u r e  o f  c h l o r o p l a s t s  
i n  a  d e f i n e d  c e l l - f r e e  medium w i l l  p r o v e  t h i s  t o  b e  t r u e .
S i n c e  t h e  e v l d e n o e  o b t a i n e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h i s  t h e s i s  
a n d  w i t h  o t h e r  r e c e n t  w o rk  would  I n d i c a t e  t h a t  a  c h l o r o p l a s t  
c a n  b e  c o n s i d e r e d  t o  b e  a t  t h e  l e v e l  o f  a n  o r g a n i s m ,  a w o r k i n g  
h y p o t h e s i s  o f  c h l o r o p l a s t  o r i g i n  I n  t h e s e  t e r r a s  s h o u l d  b e  u s e f u l .
5 .  A T h e o r y  o f  C h l o r o p l a s t  O r i g i n
A. The T h e o r y
C h l o r o p l a s t s  a t  o ne  t i m e  w e r e  c e l l s  w h i c h  r e s e m b l e d  
p r i m i t i v e  b l u e - g r e e n  a l g a e  ( C y a n o p h y t a ) . T h e s e  p r i m i t i v e -  c e l l s  
c o n t a i n e d  c h l o r o p h y l l  a ,  o a r o t e n o l d s ,  and  p r o b a b l y  p h y c o c y a n i n  
a s  t h e i r  m a j o r  p i g m e n t s .  They  w e r e  s m a l l  ( 1 - 5 / 0  and  w e r e  
t h e m s e l v e s  o n l y  o n e  s t e p  r e m o v e d  f r o m  t h e  g r e e n  p h o t o s y n t h e t i c
v .  ■
b a c t e r i a .  C e r t a i n  p r i m i t i v e  p r o t o z o a n s ,  p e r h a p s  w i t h  a 
p h a g o c y t i c  f e e d i n g  h a b i t ,  u t i l i z e d  t h e s e  p r i m i t i v e  b l u e - g r e e n s  
a s  a  m a j o r  s o u r c e  o f  f o o d .  C e r t a i n  s p e c i e s  o f  a l g a e  w e r e  
r e s i s t a n t  t o  t h e  d i g e s t i v e  e n z y m e s  o f  t h e  p r o t o z o a n  and  r e m a i n e d  
a l i v e  and  f u n c t i o n i n g  i n  t h e  p r o t o z o a n  c e l l .  E v e n t u a l l y  a  t r u e  
s y m b i o t i c  r e l a t i o n s h i p  b e c a m e  e s t a b l i s h e d .  The a l g a e  o b t a i n e d  
r a w  m a t e r i a l s  f r o m  t h e  p r o t o z o a n  and  t h e  p r o t o z o a n  i n  t u r n  
r e c e i v e d  s y n t h e t i c  p r o d u c t s  f r o m  t h e  a l g a e .
As t h e  a l g a  c o n t i n u e d  t o  e v o l v e  i t  g a i n e d  t h e  a b i l i t y  t o  
s y n t h e s i z e  c h l o r o p h y l l  b  and  l o s t  t h e  a b i l i t y  t o  s y n t h e s i z e  
p h y c o c y a n i n .  I t  a l s o  e v o l v e d  t h e  a b i l i t y  t o  s y n t h e s i z e  s t a r c h
w h ic h  became t h e  d o m i n a n t  form o f  e n e r g y  s t o r a g e .
I n  t h e  m ean t im e  t h e  p r o t o z o a n  c e l l  was a l s o  e v o l v i n g .  I t  
e v o l v e d  a f l a g e l l u m  and e y e  s p o t  ( i f  t h e s e  w e re  n o t  a l r e a d y  
p r e s e n t  when t h e  a s s o c i a t i o n  b e g a n )  and a l s o  a  more r i g i d  
membrane t y p i c a l  o f  many p r e s e n t  p r o t o z o a n s .  I t  l o s t  I t s
p h a g o c y t i c  a b i l i t y  and became d e p e n d e n t  u p o n  t h e  " c h l o r o p l a s t "
( o r  s y m b i o t i c  a l g a e )  f o r  i t s  e x i s t e n c e .
The a d v a n t a g e  o f  t h e  e v o l v i n g  s y m b i o s i s  a r e  o b v i o u s .  The
a l g a  was now i n  a n  e n v i r o n m e n t  t h e  c o n s t a n c y  o f  w h ic h  was
m a i n t a i n e d  and p r o t e c t e d  by t h e  a c t i v i t i e s  o f  t h e  p r o t o z o a n .
The p r o t o z o a n  w i t h  i t s  n e w l y - a c q u i r e d  p h o t o s y n t h e t i c  s y s t e m ,  
c o u l d  e x c h a n g e  a  l i f e  o f  p r e d a t i o n  f o r  a  s i m p l e r  s e a r c h i n g  f o r  
m i n e r a l s  and l i g h t .  T h i s  new, c o m p lex  o r g a n i s m  would b e  c a p a b l e  
o f  i n v a d i n g  e o o l o g i c a l  n i c h e s  p r e v i o u s l y  c l o s e d  t o  b o t h  o f  t h e  
s y m b i o n t s .
The I d e a  o f  c h l o r o p l a s t s  a s  e n d o c e l l u l a r  s y m b i o n t s  i s  n o t  
new ( M e r e s c h k o w s k y , 1905 )  h u t  a  d e t a i l e d  t h e o r y  h a s  n o t  b e e n  
p r e s e n t e d  p r e v i o u s l y .
B. The E v i d e n c e  f o r  T h i s  Th >ory
The e v i d e n c e  f o r  t h i s  t h e o r y  ( a s  i s  t h e  c a s e  w i t h  a l l  
e v o l u t i o n a r y  t h e o r i e s )  i s  one  o f  c i r c u m s t a n t i a l  n a t u r e .  I t  i s ,  
h o w e v e r ,  s t r o n g  e n o u gh  t o  make a r e a s o n a b l y  good c a s e .
The s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  c h l o r o p l a s t s  and b l u e - g r e e n  a l g a e  
o f  t h e  g e n u s  S y n e c h o c o c c u s a r e  q u i t e  i m p r e s s i v e  ( C a l v i n  and 
L y n ch ,  1952» E l b e r s  1 9 5 7 ,  G ib b s  and C y n k ln ,  1 95 8 ,
Drews e £  §2., 1 9 6 1 ,  R i s  and S i n g h ,  1 9 6 1 ,  1 9 6 2 ,  L ew in ,
1 9 6 2 ,  C r a w l e y ,  1 9 6 3 .  G a n t t  and A r n o t t ,  1 9 6 3 ) .  B o th  h av e  t h e
c h a r a c t e r i s t i c s  p h o t o  s y n t h e t i c  p i g m e n t s ,  c h l o r o p h y l l  a and 
^ - c a r o t e n e .  B o th  a l s o  h a v e  a s t r i k i n g l y  s i m i l a r  u l t r a s t r u c t u r e ;  
i n  c o c c o l d  b l u e - g r e e n e  and i n  g r e e n  a l g a l  c h l o r o p l a s t s ,  f o r  
e x a m p le ,  a p e r i p h e r a l  l a m e l l a r  s y s t e m  c o n t a i n s  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  
a p p a r a t u s  w h i l e  a c l e a r  c e n t r a l  r e g i o n  c o n t a i n s  t h e  g e n e t i c  
m a t e r i a l .  F i n a l l y ,  b o t h  r e p r o d u c e  b y  t h e  p r i m i t i v e  p r o c e s s  
o f  b i n a r y  f i s s i o n .
I t  seem s  I m p r o b a b le  t h a t  t h e s e  s i m i l a r i t i e s  a r e  c o i n c i d e n t a l .  
R a t h e r  t h e y  I n d i c a t e  a c l o s e  e v o l u t i o n a r y  r e l a t i o n s h i p  and l e n d  
s u p p o r t  t o  t h e  t h e o r y  b e i n g  d i s c u s s e d  h e r e .
Even more c o n v i n c i n g  s u p p o r t  f o r  t h e  t h e o r y  i s  th e  
e x i s t e n c e  t o d a y  o f  s e v e r a l  t y p e s  o f  s y m b i o t i c  a s s o c i a t i o n s  
i n v o l v i n g  b l u e - g r e e n s  and p r o t o z o a n s .  The m o st  s i g n i f i c a n t  o f  
t h e s e  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  t h e o r y  i s  t h e  c a s e  o f  Cyanonhora  
p a ra d o x a  P a s c h e r  ( 1 9 2 9 ) ,  H a l l  and C la u s  ( 1 9 6 3 ) .  T h i s  s m a l l  
b i f l a g e l l a t e d  p r o t o z o a n  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  c o n t a i n s  two b l u e -  
g r e e n  a l g a l  c e l l s  o f  t h e  S v n e c h o c o c c u s  t y p e .  E l e c t r o n  
m i c r o s c o p y  o f  t h e  a l g a l  s y m b i o n t s  r e v e a l s  a c o n c e n t r i c  
p e r i p h e r a l  l a m e l l a r  s y s t e m  and t h e  a b s e n c e  o f  a t y p i c a l  b l u e -  
g r e e n  c e l l  w a l l  and c y a n o p h y c l n  g r a n u l e s .  That  t h e s e  a l g a e  a r e  
b l u e - g r e e n s  r a t h e r  t h a n  g r e e n s  i s  i n d i c a t e d  by t h e  f i n d i n g  t h a t  
t h e y  l a c k  t h e  c h l o r o p h y l l  b t y p i c a l  o f  t h e  g r e e n s .  I t  i s  m ost  
i n t e r e s t i n g  t h a t  w h e r e a s  e a c h  o f  t h e  s y m b i o n t s  s e p a r a t e l y  i s  
u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  s t a r c h ,  t o g e t h e r  t h e y  s y n t h e s i z e  s t a r c h  
a s  t h e  m a jo r  s t o r a g e  compound. I t  w ou ld  a p p e a r  t h a t  a l i n k a g e  
o f  t h e  m e t a b o l i s m s  o f  b o t h  o r g a n i s m s  a c t i v a t e s  a pathw ay  w h ich  
l e a d s  t o  t h e  s y n t h e s i s  o f  s t a r c h .
An e x a m p le  o f  a  more a d v a n c e d  t r a n s i t i o n a l  fo rm  i s  t h e
e x t r a o r d i n a r y  a l g a  C v an ld lu m  c a l d a r l u m . w h ich  r e s e m b l e s  
C h l o r e l l a  I n  i t s  m o rp h o lo g y  and s e v e r a l  f e a t u r e s  o f  i t s  
p h y s i o l o g y ,  b u t  w h ich  c o n t a i n s  o n l y  c h l o r o p h y l l  a ,  and i n  
a d d i t i o n  fo rm s  t h e  t y p e  o f  p h y c o c y a n i n  t y p i c a l  o f  b l u e - g r e e n  
a l g a e  ( H i r o s e ,  1 9 5 0 ,  A l l e n ,  1 95 2 ,  1 9 5 ^ ,  1 9 5 9 ) .  T h i s  o r g a n i s m  
m ust  b e  s t u d i e d  more c o m p l e t e l y  i f  i t s  t r u e  e v o l u t i o n a r y  
p o s i t i o n  i s  t o  b e  d e t e r m i n e d .
I t  may b e  o f  some s i g n i f i c a n c e  t h a t  many g r e e n  a l g a e ,  f o r  
e xam p le  A c e t a b u l a r l a . p r o d u c e  a gam e te  w h ich  i s  b i f l a g e l l a t e d  
and w h ic h  i n  o t h e r  r e s p e c t s  a l s o  r e s e m b l e s  C y a n o o h o r a . Could 
i t  b e  mere c o i n c i d e n c e  t h a t  an  a d v an c ed  g r e e n  a l g a  p o s s e s s e s  
a l l  t h e  g e n e s  n e c e s s a r y  t o  p r o d u c e  a  b i f l a g e l l a t e  c e l l  s i m i l a r  
t o  p r o t o z o a n  c e l l s ?  Or d o e s  t h i s  r a t h e r  r e p r e s e n t  an  a n c i e n t  
a n c e s t r a l  a b i l i t y  w h ic h  h a s  b e e n  r e t a i n e d  t h r o u g h  t h e  p h y lo g e n y  
o f  t h e s e  a l g a e ?
C, P o s s i b l e  O b j e c t i o n s  t o  t h e  Theory
I t  i s  p o s s i b l e  t o  q u e s t i o n  t h e  t h e o r y  by e m p h a s i z i n g  t h e  
d i f f e r e n c e s  b e tw e e n  c h l o r o p l a s t s  and b l u e - g r e e n  a l g a e .  F o r  
e x a m p le ,  how i s  i t  p o s s i b l e  t o  e x p l a i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
c h l o r o p h y l l  b and  ^ - c a r o t e n e  i n  c h l o r o p l a s t s  when t h e s e  p i g m e n t s  
a r e  l a c k i n g  i n  b l u e - g r e e n  a l g a e ?  O r ,  a g a i n ,  why do c h l o r o p l a s t s  
l a c k  t h e  p h y c o c y a n i n  w h ich  i s  p r e s e n t  I n  b l u e - g r e e n s ?
Answers  t o  t h e s e  q u e s t i o n s  a r e  p o s s i b l e  w i t h i n  t h e  f r a m e ­
work o f  e v o l u t i o n a r y  t h e o r y .  Normal p r o c e s s e s  o f  m u t a t i o n  f o r  
e x am p le  c o u l d  r e s u l t  i n  t h e  e v o l u t i o n  o f  c h l o r o p h y l l  b f rom  
c h l o r o p h y l l  a  w h e r e a s  s e l e c t i o n  c o u ld  a c c o u n t  f o r  t h e  
p r e s e r v a t i o n  o f  t h e  m u t a t i o n  i n  t h e  new e n v i r o n m e n t  o f  t h e
33.
s y m b i o t i c  a s s o c i a t i o n .  The r e v e r s e  m u t a t i o n  c a n  b e  s e e n  i n  
m u ta n t  G -4 4  o f  Chi o r e ]  la.  o v r e n o l d o s a  ( A l l e n  et .  a l .  I 9 6 0 ) .  I n  
t h i s  m u ta n t  t h e  c a p a c i t y  t o  s y n t h e s i z e  c h l o r o p h y l l  b h a s  b e e n  
l o s t .  S i m i l a r l y ,  m u t a t i o n  and s e l e c t i o n  c a n  l o g i c a l l y  b e  
i n v o k e d  t o  e x p l a i n  o t h e r  b i o c h e m i c a l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  b l u e -  
g r e e n  a l g a e  and c h l o r o p l a s t s .
An e x p l a n a t i o n  m ust  b e  found  f o r  t h e  g r o s s  d i f f e r e n c e s  
i n  s i z e  and s t r u c t u r e  w h ic h  e x i s t  b e t w e e n  t h e  b l u e - g r e e n  a l g a e  
and t h e  c h l o r o p l a s t s  o f  c e r t a i n  g r e e n  a l g a e .  I t  i s  d i f f i c u l t ,  
f o r  e x a m p l e ,  t o  e n v i s a g e  t h e  m ec h a n ism  w h i c h  p r o d u c e d  t h e  l a r g e  
s p i r a l  c h l o r o p l a s t  o f  o r g a n i s m s  s u c h  a s  S n l r o g v r a . T h i s  c o u l d  
c o n c e i v a b l y  h a v e  come a b o u t  v i a  a c o a l i t i o n  o f  s e v e r a l  
c h l o r o p l a s t s  I n t o  a l i n e a r  a r r a y  and t h e i r  s u b s e q u e n t  f u s i o n . '  
R e c e n t  w ork  w i t h  N 1 t e l l a  ( G r e e n ,  1 9 6 4 )  i n d i c a t e s  a t e n d e n c y  
o f  c h l o r o p l a s t s  t o  r e m a i n  a t t a c h e d  a f t e r  d i v i s i o n .  The same  
work a l s o  show s  t h e  a b i l i t y  o f  c h l o r o p l a s t s  t o  o r i e n t  t h e m s e l v e s  
w i t h  r e s p e c t  t o  s t r e s s  i n  t h e  c e l l  w a l l .  I f  a s p i r a l  s t r e s s  I s  
p r e s e n t  i n  S o l r o g v r a  w a l l s  t h i s  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  s n i r a l  
s h a p e  o f  t h e  c h l o r o p l a s t .
D. A r e a s  f o r  F u t u r e  R e s e a r c h
I t  18 e v i d e n t  from  t h e  f o r e g o i n g  d i s c u s s i o n  t h a t  t h e  k e y  
t o  t h e  t h e o r y  may b e  fou nd  i n  C v a n o o h o r a  n a r a d o x a . I t  s h o u l d  
b e  p o s s i b l e  t o  u t i l i z e  a s t r a i n  f r e e  o f  c h r o m a t o p h o r e s  t o  
a n a l y z e  t h e  b i o c h e m i c a l  makeup o f  t h e  p r o t o z o a n  and t o  com nare  
t h e s e  f i n d i n g s  w i t h  t h o s e  s e c u r e d  from  s e v e r a l  g r e e n  a l g a e  
s i m i l a r l y  f r e e  o f  c h r o m a t o p h o r e s .  Then t h e  b l u e - g r e e n  
c o m p o n e n t  o f  C v a n o o h o r a  c o u l d  be com pared  i n  a s i m i l a r  m anner
t o  o t h e r  S v n e c h o c o c c u s  s p e c i e s  and t o  c h l o r o p l a s t s  o f  g r e e n  
a l g a e .
A n o t h e r  a p p r o a c h  would b e  t o  s t u d y  c h l o r o p l a s t s  f r e e  f rom  
any  n u c l e a r  o r  c y t o p l a s m i c  f a c t o r s  a s  was a t t e m p t e d  i n  t h i s  
t h e s i s ,  o r  t o  grow c h l o r o p l a s t s  i n  a c e l l  f r e e  medium. The 
l a t t e r  h a s  n o t  y e t  b e e n  r e p o r t e d ,  b u t  s h o u l d  n o t  be  f a r  I n  t h e  
f u t u r e .
I t  would a l s o  b e  o f  I n t e r e s t  t o  s e e  w h a t  k i n d s  o f  m u t a t i o n s
V. -
one c o u l d  p r o d u c e  I n  C v a n o n h o ra  w i t h  t h e  a i d  o f  a v a r i e t y  o f  
m u t a g e n s .
SUMMARY
I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  c h l o r o p l a s t s  o f  A c e t a b u l a r l a  
m e d l t e r r a n e a  I n c o r p o r a t e  am ino  a c i d s  I n t o  t h r e e  f r a c t i o n s :
1 .  A p r o t e a s e  s o l u b l e  f r a c t i o n .
2 .  P h o s p h o - l l p o - p r o t e i n  c o m p l e x e s ,  p r o b a b l y  I n  t h e  p r o t e i n
p o r t i o n .
3 .  A p r o b a b l e  p h o s p h o - l i p i d  c o m p l e x .
The i n c o r p o r a t i o n  I n t o  p h o s p h o - l i p i d  and p h o s p h o - l l p o -  
p r o t e i n  i s  c o n s i d e r a b l y  h i g h e r  on  a p e r c e n t  b a s i s  a f t e r  s h o r t  
i n c u b a t i o n  i n t e r v a l s  t h a n  a f t e r  l o n g e r  i n t e r v a l s .
A s y s t e m  w h i c h  e f f e c t i v e l y  s e p a r a t e s  c h l o r o p l a s t s  f ro m  
o t h e r  o y t o p l a s m l c  c o n s t i t u e n t s  w h i l e  h a v i n g  v e r y  l i t t l e  a d v e r s e  
e f f e c t  u p o n  t h e  c h l o r o p l a s t s  I s  p r e s e n t e d .
F i n a l l y  t h e  s t a t u s  o f  t h e  c h l o r o p l a s t  i s  d i s c u s s e d  a n d  a  
t h e o r y  a s  t o  i t s  o r i g i n  i s  p r e s e n t e d .
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